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論文内容の要旨
【目　的】
肝臓外科の長足の進歩にもかかわらず、閉塞性黄痘患者の外科的治療において高い死亡率と合併
症率が報告されている。黄痘モデルや黄痘患者について多くの研究があるが、障害機構については
十分解明されていない。小澤らは黄痘肝ではミトコンドリア（Mt）のATP合成能の低下によるエ
ネルギー代謝障害がその本質であると主張している。酸化的燐酸化能の制御機構の1つとしてMt
呼吸鎖の基質であるNAD（P）Hの酸化還元状態がある。さらにCa2＋はpyruvate dehydrogenase，2－
0ⅩOglutarate dehydrogenase，NAD－isocitrate dehydrogenaseの活性をコントロールしており、Ca2＋の
上昇はこれらのdehydrogepase活性化を促進しNADHを産生し呼吸鎖の回転を速める。本研究では黄
痘肝の障害機構の解明のためにMtのRedox制御とCa2＋との関係について調べた。
【方　法】
雄ウィスク一系ラット（体重170－200g）を麻酔下に総胆管を結致し閉塞性黄痘モデルを作成した
群（J群）とシャム手術を施行したコントロール群（C群）とに分けた、手術後1週間目に麻酔下
に開腹後、採決および肝臓を取り出した。血中のビリルビン、GOT，GPT，GGT，ALP，LDHを
自動測定器（COBAS analyzer）を用いて測定した。肝臓摘出後速やかにMtを小澤らの方法に従い
遠沈法にて遊離した。Mtの呼吸速度は酸素電極を用いて測定し、基質にglutamate，malate，Citrate，
pyruVate，a－ketoglutarateを使用した。FreeCa濃度はFabiatoらのプログラムを利用し計算した。Mt
の酸化的燐酸化能とNAD（P）Hを同時に測定できるように日立製蛍光分光光度計（日立製作所ぎー
4000）を改良した。NAD（P）Hの測定には励起波長352nm、測定波長464nmを用いた。Mt内のFree
Ca2＋はflu0－3負荷法を用いて蛍光分光光度計（日立製作所F－4000）にて測定した。Mtの全Caは原
子吸光度計（島津製作所AA－660）を用いて測定した。数値は平均±SI）にて表現し、統計学的解析
はANOVAおよびt検定を行いPが0．05以下を統計学的に有意とみなした。
【結　果】
血中のビリルビン、GOT，GPT，GGT，ALP，LI）HはC群では各々0．29mg／dP，61IU／1，42
IU／1，122IU／1，2．8IU／1，346IU／1であり、J群では8．91，790，198，632，44，1882であり、有
意（P＜0．05）にJ群が高かった。Mtの酸化的燐酸化能は呼吸調節比、ADP／0、State　3呼吸がC群
では各々－8．43，2．78，46．2nmolノmg／minであり、J群では3．99，2．36，30．8であり、J群が有意
（P＜0．01）に低かった。Ca2T濃度を変えてMtの呼吸速度を測定した実験では外部から加えたCa2＋濃
度が上昇するに従い（0，1Ⅹ10‾8，1Ⅹ10‾T mol／1）呼吸速度は上昇し5Ⅹ10‾7mol／1で最大となり
1Ⅹ10‾6以上では急激に低下した。この現象はJ群でもC群でも同様であったが、J群ではCa濃度に対
する反応が鋭敏であった。Ca2十を加えない状態ではJ群ではC群に比して呼吸速度は低下しRedox
stateの振幅も小さかったが、Ca2＋を加える（5Ⅹ10．7）と、呼吸速度Redox stateの振幅ともに上昇した。
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基質を種々に変えた時NAD（P）H振幅と呼吸速度には直接関係が認められた。横軸をNAD（P）H、縦
軸を呼吸速度にとった時、両者の関係は外部から加えたCa2十が0と5Ⅹ10‾了の時にC群では各々、
y＝2．27Ⅹ－90．55（r2＝0・976），y＝2・05Ⅹ－58・60（r2＝0・817），J群ではy＝0・79Ⅹ一7・55（r2＝0・700），
y＝1．67Ⅹ＋1・38（r2＝0・947）であった。FreeCa2＋，TotalCa2＋，Free／TotalCa2＋はC群は各々、129・7
nM，3．70nmol／mg，34．9Ⅹ10‾6、J群は162ユ，5．21，27．2Ⅹ10‾6であった。（P＜0．01）
已考　察ヨ
KoroetskyらはNADH／NAD＋とstate　3呼吸との相関を示し生理的状態における呼吸鎖の制御に関
してredox stateの重要性を強調しているが、この研究で示されたように黄痘肝においてもredox sta
teと呼吸速度は相関し、しかもその傾斜は減少していた。さらに重要で興味深い発見はCa2十投与に
ょりこの傾きは上昇することである。Claphamは病的状態ではMtは多量のCa2十を吸収する能力があ
ると述べている。今回の実験ではTotalCaは増加していた。しかしFree Ca濃度の方がdehydrogenas
eに直接作用するので重要であると考えられる。黄痘肝ではFree Caは上昇していたが、Free／Total
Ca2＋は低下していた。カルシウムは99％以上が結合型であり、Free／TotalCa2＋比に影響を及ぼす因
子の微妙な変化がCaの出入りそのものよりFreeCa2十の漉度決定により重要な役割を果たしている
ことが示唆された。
監結　論】
黄痘肝ではFree／TotalCa2＋が低下しNADHレドックス振幅が減衰するためにMtのATP生成能力が
減弱、エネルギー代謝障害が基盤に存在しており新たに加わる外科的ストレスに対し肝細胞が脆弱
であることが判明した。
論文審査の結果の要旨
本研究は、黄症に伴う肝機能障害の発生機転を解明する目的で、総胆管結繁により作成した閉塞
性黄痘モデルラットの肝臓を用いて、ミトコンドリアのNADH地度と酸素消費量との関係や遊離な
らびに総Ca2＋量を計測し、黄症肝における酸化的リン酸化反応の特徴について検討したものである。
その結果、黄痘肝ミトコンドリアにおいては、1）酸化的リン酸化能は低下するが、連離Ca2十の
投与により回復すること、2）遊離ならびに総Ca2＋量はともに上昇するが、遊離／総Ca2＋量比は減
少することが明らかとなった。これらの結果は、黄痘肝における酸化的リン酸化の低下に遊離／絵
Ca2＋．槌比の減少がか関わっていることを示唆するものである。
このように、本論文は黄痘肝における酸化的リン酸化能の低下の発生機転について重要な知見を
与えたものであり、博士（医学）の学位論文に値するものである。
なお、本学位授与申請者は、平成11年2月19日実施の論文内容とそれに関連した試問において合
格と認められたものである。
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